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健康小鼠进食绣球菌对腹腔巨噬细胞分泌肿瘤坏死因子 α的影响
邓立新1，钟 玲1，温春虹1，苏军凯1，李 莉2，胡志钰2，张鸣青1
(1. 厦门大学附属东南医院，解放军第 175 医院，福建 漳州 363000;
2. 厦门大学生命科学学院，福建 厦门 361102)
摘要:测定健康小鼠进食绣球菌对腹腔巨噬细胞分泌肿瘤坏死因子 α (TNF-α)的影响． SPF 级 Balb /
C健康小鼠分组进食普通饲料、分别含绣球菌饲料、干品、浸汁饮水或其添加物组合、分别含酵母 β-葡聚
糖饲料、浸汁饮水或其添加物组合;进食一定时间后，分离腹腔巨噬细胞，使用含质量分数 10%胎牛血清
的 ＲPMI1640 培养液培养，TNF-α试剂盒检测上清液中的 TNF-α 质量浓度． 结果表明，强化进食绣球菌组
合 (绣球菌饲料 +干品 +浸汁)的小鼠与对照组或酵母 β-葡聚糖组合 (酵母 β-葡聚糖饲料 +浸汁)小鼠
相比，体质量不升反降;分离的腹腔巨噬细胞培养 6 d，酶联免疫吸附测定技术检测上清液 TNF-α，其质量
浓度远高于其它两组． 研究提示，强化绣球菌进食组合能够提高健康小鼠免疫力，并可能有利于控制体质
量．
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Orally Administered Sparassis crispa Affects TNF-α Secreting by
Peritoneal Macrophages from Healthy Mice
DENG Li-xin1，ZHONG Ling1，WEN Chun-hong1，SU Jun-kai1，
LI Li2，HU Zhi-yu2，ZHANG Ming-qing1
(1. Affiliated Southeast Hospital of Xiamen University，175th Hospital of PLA，Zhangzhou 363000，China;
2. School of Life Sciences，Xiamen University，Xiamen 361102，China)
Abstract:In order to determine the effect of orally administered Sparassis crispa on TNF-α se-
creting by peritoneal macrophages from healthy mice． SPF grade Balb /C healthy mice were divided
into groups for administering mice common feed，feed containing Sparassis crispa，fresh-dried prod-
uct，product juice or their combination，feed containing yeast β-glucan powder，powder juice or
their combination separately． After a period of administering，peritoneal macrophages were isolated
and cultured in ＲPMI-1640 medium containing 10% FBS． Then the concentration of TNF-α in the
supernatant was determined using TNF-α ELISA kit． The result show that mice feeded with Sparassis
crispa combination (feed containing Sparassis crispa，fresh-dried product and its juice)lost weight，
as compared with other two groups，common feed or yeast β-glucan combination (feed containing
yeast β-glucan and its juice) ，which added weight． Furthermore，significantly higher level of TNF-
α was determined after 6 d culturing of peritoneal macrophages from mice feeded with Sparassis cris-
pa combination than other two groups． The result suggests that intensified Sparassis crispa combina-
tion feeding has capability for improving immunity of healthy mice and in favor of controlling body
weight．
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β-葡聚糖属于一类多糖，位于细菌、真菌包括菇类，以及谷物如大麦和燕麦的细胞壁，具有调节
免疫和有益健康的作用［1］，包括抗癌特性，被认为是生物反应调节剂［2 － 3］． 它们还具有其它重要的治
疗特性包括抗氧化、抗高血压、降血糖、降胆固醇、抗炎、抗病毒、抗菌作用，并且人类耐受性良
好［4 － 6］． 所有的 β-葡聚糖是由 β-(1，3)线性糖苷链的核心连接在一起的葡萄糖聚合物，但长度和分支
结构不同． 从核心糖苷链衍生的分支是变化的，分支的两个主要群体，一个是 β-(1，4)糖苷链，主要
是细菌 β-葡聚糖，另一个是 β-(1，6)糖苷链，主要是真菌的 β-葡聚糖［7］．
水溶性 β-D-葡聚糖，杂多糖链 (甘露糖、木糖、半乳糖或糖醛酸)的 β-D-葡聚糖，或 β-D-葡聚
糖蛋白复合物 (蛋白聚糖)是从菇类中分离的活性多糖成分［8 － 9］． 5 千年前人们就认识到菇类的药用
性质［10］． 罗马人认为菇类是“神的食物”，早期的埃及人，认为它们是 “来自欧西里斯神的礼物”，
中国人认为它们是“长生不老药”，而希腊人则视它们在战斗中为战士提供力量［9］． 多糖对机体的免
疫调节作用主要有以下的方式和途径:①激活巨噬细胞，②激活网状内皮细胞，③激活 T 和 B 细胞，
④激活补体，⑤促进干扰素的生成，⑥促进白细胞介素的生成，⑦诱生肿瘤坏死因子等［11］．
绣球菌属(Sparassis)真菌为名贵食药用菌，又称绣球菇、花椰菜菇、花瓣茸，隶属真菌界绣球
菌科 (Sparassidaceae) ，英文名 Cauliflower 或 Mushroom Cauliflower Fungus． 绣球菌子实体粗蛋白含量
与灵芝相当;其氨基酸种类较齐全，氨基酸总量高于普通食用菌子实体，如双孢蘑菇、松口蘑、香
菇． 其主要活性成分之一，β-葡聚糖 (简称 SCG)的含量非常丰富，约占其干质量的 43. 6%［12］;绣
球菌 β-葡聚糖结构为 β-(1，3)-D-葡聚糖为骨架，每 3 个残基带有 β-(1，6)-D-葡糖基侧链． 绣球菌提
取物及 β-葡聚糖具有多种药理活性，如良好的抗肿瘤活性［12 － 14］，口服绣球菌能激活 Th1 细胞，并抑
制 Th2 细胞活性，从而促使 Th1 /Th2 平衡向 Th1 主导的免疫转换;口服或腹腔注射 SCG，可以增强
环磷酰胺诱导的白血病小鼠的造血功能［15］，显著增加干扰素 γ，肿瘤坏死因子 α，粒细胞-巨噬细胞
集落刺激因子 (GM-CSF)、IL-6 和 IL-12p70 的产生［13］;对链脲佐菌素诱导的糖尿病小鼠口服绣球菌
后进行全层皮肤创伤处理，发现口服绣球菌可改善伤口愈合［16 － 17］;此外，绣球菌能通过促进 Akt 依
赖的内源性一氧化氮合酶磷酸化，增加大脑皮层 NO产生，从而改善脑血管内皮功能障碍，有益于预
防中风和高血压［18 － 19］．
巨噬细胞在体内广泛分布，不仅参与非特异性免疫，还是特异性免疫中一类关键的细胞，参与机
体众多的生理和病理反应过程，如巨噬细胞吞噬和消除病原微生物;通过加工处理提呈抗原，启动特
异性免疫应答，以及巨噬细胞通过细胞凋亡清除吞噬的致病病原体等． 由于腹腔巨噬细胞多游离存在
于腹膜腔腹水中，容易获得，因此，许多实验室在进行基础或配合临床研究巨噬细胞功能及其与疾病
的关系，或筛检免疫增强药物和探讨其作用机制时，往往选用小鼠腹腔巨噬细胞作为研究对象． 巨噬
细胞以及天然免疫系统的许多其它细胞类型包含结合 β-(1，3)-D-葡聚糖的模式识别受体． 葡聚糖与
巨噬细胞上的受体相互作用导致这些细胞产生原发炎调节因子如 TNF-α、IL-6 和 IL-1 mＲNAs，并上
调共刺激分子的表达［20］．
食用菌或真菌 β-葡聚糖对机体免疫活性影响的研究，大部分采取体外方法，如通过培养巨噬细
胞，并在体外加入纯化的化合物刺激并测定细胞因子，这与实际进食过程，经过煮熟以及体内消化排
泄等复杂情况并不符合，因此本研究拟通过健康小鼠短期或长期进食高温高压或紫外灭菌的绣球菌，
分离并培养腹腔巨噬细胞，测定上清液 TNF-α 的质量浓度，从而推测进食绣球菌对腹腔巨噬细胞的
影响．
1 材料与方法
1. 1 实验动物和材料
无特定病原体 (Specific pathogen Free，SPF)级 Balb /C 小鼠购自北京维通利华公司并在厦门大
学实验动物中心寄养;大小鼠生长繁殖饲料，购自北京科澳协力饲料有限公司． 酵母 β-葡聚糖粉末
(β-葡聚糖含量≥70%) ，购自陕西慈缘生物技术有限公司;绣球菌干品，购自福建天益菌业有限公
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司． 小鼠肿瘤坏死因子 α (TNF-α)酶联免疫吸附测定试剂盒购自 Elabscience 生物技术有限公司;
ＲPMI1640 培养液 (含 L-谷氨酰胺，不含酚红)和 ＲPMI1640 完全培养液购自上海中乔新舟生物科技
有限公司． 台盼蓝染液、酸性 α-乙酸萘酚酯酶染色液和苏木素-伊红染色液等购自上海恒斐生物技术
有限公司．
1. 2 方法
1. 2. 1 动物饲料和饮水配制方法
(1)对照饲料:小鼠普通饲料称量 100 g，加入 100 mL超纯水，浸泡 2 h，搅匀． 以注射器筒压
挤，分装，70 ℃干燥 24 h后，121 ℃灭菌 30 min． (2)绣球菌质量分数 10%饲料:小鼠普通饲料称
量 90 g，加入 100 mL超纯水，浸泡 2 h;绣球菌干品称量 10 g，剪碎，混合后搅匀． 以注射器筒压
挤，分装，70 ℃干燥 24 h后，121 ℃灭菌 30 min． (3)葡聚糖质量分数 10%饲料:小鼠普通饲料称
量 90 g，加入 100 mL超纯水，浸泡 2 h;酵母 β-葡聚糖粉末称量 10 g，混合后搅匀． 以注射器筒压
挤，分装，70 ℃干燥 24 h后，121 ℃灭菌 30 min． (4)绣球菌质量分数 1%浸汁:绣球菌干品称量 1
g，剪碎，加入 100 mL超纯水． 121 ℃灭菌 30 min． (5)葡聚糖质量分数 1%浸汁:酵母 β-葡聚糖粉
末称量 1 g，加入 100 mL超纯水． 121 ℃灭菌 30 min． (6)绣球菌干品:绣球菌干品未拆包装，紫外照
射灭菌 30 min．定期称量小鼠起始和剩余饲料，测量起始和剩余饮水体积，推算每只小鼠日摄食量．
1. 2. 2 小鼠腹腔巨噬细胞分离和培养
在无菌环境下，将小鼠颈椎脱臼法处死，75 %酒精浸泡消毒 5 min后，取出小鼠，沥干酒精，用
眼科镊夹住下腹皮肤，将腹部提起，向腹腔内注射预冷的不含小牛血清的 ＲPMI1640 培养液 5 mL，注
意进针勿过深，不要损伤内脏及血管，轻柔腹部约 2 ～ 3 min，静置 5 min 后用眼科镊提起下腹皮肤，
剪一小口，并沿腹中线剪开 3 ～ 5 cm 长的腹部皮肤，充分暴露腹膜，剪开中部腹膜，眼科镊提起中腹
皮肤，避免腹腔液流出，用注射器吸取腹腔灌洗液，并重复灌洗两次． 将 3 次回收的灌洗液 4 ℃，
3 000 r·min －1离心 2 min，吸弃上清，所得细胞沉淀用预冷 PBS 500 μL洗涤，重复 3 次，3 000 r·min －1
离心 2 min，吸弃上清，加入预冷 ＲPMI1640 培养液(青霉素 100 U·mL －1、链霉素 100 μg·mL －1和 10 %
胎牛血清)300 μL重悬细胞．
取 10 μL细胞重悬液加入台盼蓝 10 μL混匀，加入细胞计数板，以 Luna Ⅱ自动细胞计数器计数．
加入 ＲPMI1640 培养液调整细胞至 2. 5 × 106 mL －1，移入 96 孔细胞培养板，接种量每孔100 μL，3 h 后
添加 ＲPMI1640 (含 10% FBS)培养液每孔 100 μL，置于 37 ℃、体积分数 5 % CO2 饱和湿度的培养
箱中静置培养，每日用倒置显微镜观察贴壁细胞的形态及生长状况．
1. 2. 3 细胞上清液 TNF-α测定
按小鼠肿瘤坏死因子 α(TNF-α)酶联免疫吸附测定试剂盒说明书方法进行． 收上清液每孔
100 μL，同样的细胞上清液样品可 3 孔合并， － 80 ℃冻存，测定前取出，冰上解冻，于 3 000 g 离心
20 min，除去杂质和细胞碎片． 加样:分别设空白孔、标准孔、待测样品孔． 空白孔，加样品稀释液
100 μL;余孔，分别加标准品或待测样品 100 μL，给酶标板覆膜，37 ℃孵育 90 min;弃去液体，甩
干，不用洗涤． 每孔加入生物素化抗体工作液 100 μL，酶标板加上覆膜，37 ℃温育 1 h． 弃去孔内液
体，甩干，洗板 3 次，每次浸泡 1 ～ 2 min． 每孔加酶结合物工作液 100 μL，加上覆膜，37 ℃温育 30
min． 弃去孔内液体，甩干，洗板 5 次． 每孔加底物溶液 (TMB)90 μL，酶标板加上覆膜 37 ℃避光
孵育 15 min 左右． 每孔加终止液 50 μL，终止反应，此时蓝色立转黄色． 立即用酶标仪在 450 nm 波
长测量各孔的光密度 (OD值)．
1. 2. 4 数据处理方法
采用 SPSS19. 0 软件对所得动物体质量数据单因素方差分析 (One-way ANOVA) ，并进行 LSD 和
SNK法两两比较，P ＜ 0. 05表示具有显著性差异，所得结果以平均值 ±标准误 (mean ± S. E. )表示．
采用 GraphPad Prism 5. 0 软件对体外培养不同时间上清液 TNF-α质量浓度进行统计分析并绘图．
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2 结果与分析
2. 1 进食绣球菌对 Balb /C小鼠体质量变化影响
每只小鼠大约每 d饲料进食量 5 g，折合绣球菌或酵母 β-葡聚糖饲料含量约每 d 0. 5 g;每只小鼠大
约每 d饮水量 5 mL，折合绣球菌或酵母 β-葡聚糖饲料含量约每 d 0. 05 g;每只小鼠绣球菌干品每 d 进
食量约 0. 2 g．采用 SPSS19. 0 软件单因素方差分析小鼠分组进食后的体质量变化，主要结果见表 1．
表 1 Balb /C小鼠分组进食体质量变化
Tab. 1 Body weight change of Balb /C mice after group feeding
批次 /进食天数 组别名称 性别与数目 进食情况 体质量变化 /g
Ⅰ /15 d 对照饲料 ♂4 只 对照饲料，普通饮水 － 0. 29 ± 0. 33
绣球菌饲料 ♂4 只 绣球菌质量分数 10 %饲料，普通饮水 － 2. 88 ± 0. 86*
葡聚糖饲料 ♂4 只 葡聚糖质量分数 10 %饲料，普通饮水 － 0. 15 ± 0. 59
对照饲料 ♀4 只 对照饲料，普通饮水 0. 64 ± 0. 99
绣球菌饲料 ♀4 只 绣球菌质量分数 10 %饲料，普通饮水 － 0. 97 ± 0. 56*
葡聚糖饲料 ♀4 只 葡聚糖质量分数 10 %饲料，普通饮水 1. 37 ± 0. 48*
Ⅱ /30 d 对照饲料 ♀4 只 对照饲料，普通饮水 2. 63 ± 1. 79
绣球菌饲料 ♀4 只 绣球菌质量分数 10 %饲料，普通饮水 1. 58 ± 1. 19
葡聚糖饲料 ♀4 只 葡聚糖质量分数 10 %饲料，普通饮水 1. 83 ± 0. 68
绣球菌浸汁 ♂4 只 普通饲料，绣球菌质量分数 1 %浸汁 5. 65 ± 1. 05*
葡聚糖浸汁 ♂4 只 普通饲料，葡聚糖质量分数 1 %浸汁 6. 90 ± 2. 74*
Ⅲ /30 d 对照饲料 ♂4 只 对照饲料，普通饮水 6. 10 ± 1. 56
绣球菌饲料 ♂4 只 绣球菌质量分数 10 %饲料，普通饮水 5. 85 ± 1. 06
绣球菌浸汁 ♀4 只 普通饲料，绣球菌质量分数 1 %浸汁 2. 33 ± 1. 13*
绣球菌干品 ♀4 只 普通饲料，绣球菌干品，普通饮水 2. 00 ± 0. 69*
葡聚糖饲料 +汁 ♀4 只
葡聚糖质量分数 10 %饲料，
质量分数 1 %浸汁
2. 33 ± 0. 85*
Ⅳ /15 d 对照饲料 ♀4 只 对照饲料，普通饮水 1. 68 ± 0. 10
绣球菌饲料 +汁 +干品 ♀4 只
绣球菌质量分数 10 %饲料，干品，
质量分数 1 %浸汁
－ 2. 03 ± 1. 04*
葡聚糖饲料 +汁 ♀4 只
葡聚糖质量分数 10 %饲料，
质量分数 1 %浸汁
1. 23 ± 0. 64
注:♂，代表雄性小鼠;♀，代表雌性小鼠． * 表示与同批对照饲料相比有显著差异，P ＜ 0. 05
第Ⅰ批，8 ～ 9 周龄小鼠，特定进食前平均体质量 22. 5 g，分组进食 15 d． 分别比较雄性和雌性
亚组间进食前和腹腔巨噬细胞分离前的小鼠体质量． 雄性亚组方差齐性检验结果:Levene 统计量为
1. 278，P = 0. 325 ＞ 0. 05 ，因此可以认为各样本所在总体的方差齐． 单因素方差分析结果，F =
23. 683，P ＜ 0. 01 ，因此可以认为 3 种不同喂养方式下 Balb /C小鼠体质量改变不全相同． LSD法 (最
小二乘法)的两两比较结果表明:对照组与绣球菌饲料组比较，均数差为 2. 59，P ＜ 0. 01 ;对照组与
葡聚糖组比较，均数差为 － 0. 145，P = 0. 753 ＞ 0. 05 ． 雌性亚组方差齐性检验结果:Levene统计量为
1. 810，P = 0. 219 ＞ 0. 05 ，因此可以认为各样本所在总体的方差齐． 单因素方差分析结果，F =
8. 921，P = 0. 007 ＜ 0. 01 ，因此可以认为 3 种不同喂养方式下 Balb /C小鼠体质量改变不全相同． LSD
法 (最小二乘法)的两两比较结果表明:对照组与绣球菌饲料组比较，均数差为 1. 61，P = 0. 011 ＜
0. 01 ;对照组与葡聚糖组比较，均数差为 2. 01，P = 0. 003 ＜ 0. 05．
第Ⅱ批，6 周龄小鼠，特定进食前平均体质量 19. 6 g，分组进食 30 d，各组数据的统计描述总结
如表 1;方差齐性检验结果，Levene统计量为 1. 731，P = 0. 196 ＞ 0. 05 ，因此可以认为各样本所在总
体的方差齐． 单因素方差分析结果，F = 8. 491，P = 0. 001 ＜ 0. 01 ，因此可以认为 5 种不同喂养方式
下 Balb /C小鼠体质量改变不全相同． LSD法 (最小二乘法)的两两比较结果表明:对照组与绣球菌
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饲料组比较，均数差为 1. 05，P = 0. 383 ＞ 0. 05 ;对照组与葡聚糖饲料组比较，均数差为 0. 80，P =
0. 504 ＞ 0. 05 ;对照组与绣球菌浸汁组比较，均数差为 － 3. 03，P = 0. 021 ＜ 0. 05 ;对照组与酵母 β-
葡聚糖浸汁组比较，均数差为 － 4. 28，P = 0. 002 ＜ 0. 01 ;SNK法结果表明，对照组、绣球菌饲料组
和葡聚糖饲料组属于同一亚组;绣球菌浸汁组和酵母 β-葡聚糖浸汁组属于同一亚组．
第Ⅲ批，5 周龄小鼠，特定进食前平均体质量 18. 8 g，分组进食 30 d，SNK 法结果表明:对照
组、绣球菌饲料组属于同一亚组;绣球菌浸汁组，绣球菌干品组和酵母 β-葡聚糖饲料 +浸汁组属于
同一亚组． 比较两批各亚组性别和体质量变化，发现雄性小鼠和雌性小鼠分别属于相同亚组，且雄性
小鼠体质量增加约 6 g左右，雌性小鼠体质量增加约 2 g 左右;表明分组进食 30 d，性别是体质量增
加差异的主要因素．
第Ⅳ批，16 ～ 17 周龄小鼠，特定进食前平均体质量 23 ～ 24 g，对照组 (对照饲料、普通饮水) ，
绣球菌组 (10%绣球菌饲料、绣球菌干品和绣球菌 1%浸汁，不单独添加普通饲料)和酵母 β-葡聚
糖组 (10%酵母 β-葡聚糖饲料和酵母 β-葡聚糖 1%浸汁，不单独添加普通饲料) ，每组 4 只，均为雌
性小鼠，分别进食 15 d，比较进食前和腹腔巨噬细胞分离前的小鼠体质量，单因素方差分析结果，F
= 46. 11，P ＜ 0. 01 ，因此可以认为 3 种不同喂养方式下 Balb /C 小鼠体质量改变不全相同． LSD 法
(最小二乘法)的两两比较结果表明:对照组与绣球菌饲料 +汁 +干品组比较，均数差为 3. 70，P ＜
0. 01 ;对照组与葡聚糖饲料 +汁组比较，均数差为 0. 45，P = 0. 312 ＞ 0. 05．
2. 2 Balb /C小鼠腹腔巨噬细胞分离和培养
图 1 中，A-G为培养 1 ～ 7 d 的小鼠腹腔巨噬细胞，培养情况良好，出现单层星状和圆形贴壁的
细胞，铺展得很好，互相紧密接近，呈致密相． 随着培养时间的延长，星状细胞的数量逐渐增多;培
养 7 d的腹腔巨噬细胞，出现大量的星状细胞，细胞伸展开并牢固黏附在培养板表面． 如果培养情况
不良，细胞呈圆形，稀疏而不展开，呈透明相，培养基中有许多浮动的细胞． H 为酸性 α-乙酸萘酚
酯酶染色 (ANAE)染色结果，其原理是酸性条件下细胞质酸性酯酶将 α-乙酸萘酚水解产生 α-萘酚，
α-萘酚再与六偶氮副品红偶联，生成不溶性红色沉淀，定位于细胞质;I 为苏木素伊红 (HE)染色结
果，小鼠腹腔巨噬细胞大小 20 ～ 50 μm，有特殊的细胞核和皱褶的细胞质．
A-G:细胞体外培养 1 ～ 7 d;H:细胞 ANAE染色;I:细胞 HE染色
图 1 Balb /C小鼠腹腔巨噬细胞体外培养显微镜镜检结果
Fig. 1 Microscopic examination for in vitro culture of Balb /C mice peritoneal macrophages
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2. 3 细胞培养上清液肿瘤坏死因子-α检测
各批小鼠分离的腹腔巨噬细胞，培养不同时间，分别收集上清液，使用 TNF-α 试剂盒，检测肿
瘤坏死因子-α，结果见图 2． 第Ⅰ批小鼠，分组进食对照饲料、绣球菌饲料和葡聚糖饲料 15 d，分离
的腹腔巨噬细胞培养 3，5，7 d 均只有微弱表达 TNF-α，最大的为酵母 β-葡聚糖饲料组，培养 7 d 的
细胞，质量浓度为 10 pg·mL －1;第Ⅱ批小鼠，分组进食对照饲料、绣球菌饲料、葡聚糖饲料、绣球
菌汁和葡聚糖汁 30 d，分离的腹腔巨噬细胞培养 3 d 均只有微弱表达 TNF-α，最大为进食绣球菌汁组
小鼠分离细胞，质量浓度为 25 pg·mL －1;第Ⅲ批小鼠，分组进食对照饲料、绣球菌饲料、绣球菌干
品、绣球菌汁和葡聚糖饲料 +汁 30 d，分离的腹腔巨噬细胞培养 2 d，各组分离细胞，上清液检测到
的 TNF-α质量浓度均低于 10 pg·mL －1;第Ⅳ批小鼠，分组进食对照饲料、绣球菌饲料 +汁 +干品、
葡聚糖饲料 +汁 30 d，各组分离的腹腔巨噬细胞培养 1 d和 2 d，上清液检测到的 TNF-α 质量浓度均
低于 30 pg·mL －1;对照饲料、葡聚糖饲料 +汁组小鼠分离的细胞培养 5，6 d 清液检测到的 TNF-α
质量浓度在 20 ～ 50 pg·mL －1范围;绣球菌饲料 +汁 +干品组小鼠分离的细胞培养 5，6 d 检测到的
TNF-α质量浓度分别为 90 pg·mL －1和 320 pg·mL －1，明显高于对照组和酵母 β葡聚糖饲料 +汁组．
A:第Ⅰ批小鼠分组进食 15 d;B:第Ⅱ批小鼠分组进食 30 d;C:第Ⅲ批小鼠分组进食 30 d;D:第Ⅳ批小鼠分组进食
15 d． 误差条，表示为 2 ～ 3 只小鼠分离细胞样品实验重复
图 2 Balb /C小鼠腹腔巨噬细胞体外培养不同时间上清液 TNF-α质量浓度
Fig. 2 TNF-α concentration of supernatant from Balb /C mice peritoneal
macrophages cultured for different time in vitro
3 讨论
为了避免病原体等因素对小鼠免疫活性的影响，本研究采用 SPF 级实验小鼠;按照实验动物中
心要求，自制的饲料必须彻底灭菌，需要 121 ℃高温高压灭菌 30 min，此外自制的饲料还需要 70 ℃
烘干 24 h，以完全去除水分，避免潮湿发霉，再加上高压灭菌，饲料有些变黑，虽然闻起来气味还是
香的，但不清楚是否造成动物厌食，因此引起动物体质量减轻，另外过度灭菌及长时间的高温还可能
造成营养成分的破坏．
在研究中，分离的腹腔巨噬细胞，培养 1 ～ 2 d 细胞上清液均只能检测到极低质量浓度的 TNF-α
或完全检测不出，而随着培养时间的增加，检测到的 TNF-α 质量浓度具有上升的趋势． 因此推测
TNF-α质量浓度与细胞培养时间可能有对应的关系，刚分离出来的腹腔巨噬细胞，可能是由骨髓等造
血细胞刚刚分化而来，未贴附在腹腔等脏器，推测此时分泌细胞因子的能力还非常弱，在体外培养的
过程中，细胞形态开始变化，长出伪足，贴附到培养器皿壁上，而后开始分泌各种细胞因子，促进
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TNF-α分泌，并随时间延长逐渐积累呈上升趋势，在 6 ～ 7 d 时细胞已经成熟，此时分泌的 TNF-α 质
量浓度也达到最高． 由于不同分组进食小鼠的分离的腹腔巨噬细胞，体外细胞培养的条件是一致的，
因此推测产生 TNF-α质量浓度差异是由于小鼠腹腔巨噬细胞本身特性不同引起的，而小鼠腹腔巨噬
细胞本身特性不同，唯一可能是由于进食不同食物造成的．
在本研究中，为了检测 TNF-α质量浓度变化，在第Ⅳ批动物采取强化进食的方法 (绣球菌饲料
+汁 +干品) ，发现与同批其它两组小鼠体质量增加不同，进食 15 d 引起体质量明显下降;小鼠分离
培养的巨噬细胞上清液第 5 天质量浓度可达 90 pg·mL －1，第 6 天质量浓度竟达 330 pg·mL －1，也与
同批其它两组小鼠 (对照组和酵母 β-葡聚糖饲料 +汁组)不超过 50 pg·mL －1具有十分明显的差异;
但由于本次实验动物数量少，也没有经过多次重复，因此只能说提供了一种可能性． 在研究中发现，
进食绣球菌饲料小鼠分离的巨噬细胞，培养不同时间上清液均未检测出 ＞ 50 pg·mL －1的 TNF-α 质量
浓度，因此推测过度灭菌及长时间的高温可能造成主要免疫活性物质的破坏，但还无法推测究竟是绣
球菌干品还是绣球汁对小鼠的免疫活性起主要的影响，也需要单独进食进一步验证;在分组的时候，
绣球菌有紫外线照射处理组，而不加上酵母 β-葡聚糖紫外线照射处理组，这是因为绣球菌干品是块
状，容易被小鼠取食，而酵母 β-葡聚糖是粉末，不易被小鼠取食，接下来的实验可考虑将食物调成
糊状并灌胃．此外，了解到日本人有生食绣球菌干品的习惯，是否由于生绣球菌干品活性物质没有被破
坏，因此对机体的免疫活性有更好的促进作用，这可能是他们喜食生绣球菌干品的原因之一．
在本研究中，通过分离健康小鼠进食绣球菌的腹腔巨噬细胞，体外培养并检测上清液 TNF-α，建
立了对小鼠免疫活性影响的研究方法，得到了有益的初步结果．考虑到消化内科存在大量的消化系统疾
病，今后可以通过建立消化道疾病动物模型，探讨进食食用菌对消化道疾病的辅助预防和治疗作用．
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